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Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, ct-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw. gemeinsam 
mit dem Stickstoff atom gebildete cyclische Amide darstellen konnen und wobei die Aminosauren bzw. die 
Bestandteile der Peptidylreste proteinoge L- und D-Aminosauren oder andere nichtproteinogene oder substituierte 
Aminosauren sein konnen bzw. aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und 
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkonoyl, Aroyl, 
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, 

a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen darstellen. Rj-CO- steht fur aliphatische, verzweigte, aromatische 
sowie aromatische substituierte Acylreste wie z. B. Benzoylreste mit Substituenten in ortho-. meta- oder 
para-Stellung oder Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome bzw. Gruppierungen F, CI, 
Br, N0 2 , NH 2 , CH 3 , CH 3 0 und substifiierte und unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, 
Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkyl- 
carbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen. Dabei kann R 2 auch primare oder sekundare 
Amine reprasentieren (wie aliphatische, verzweigte aliphatische oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und 
unsubstituierte Amine, einschlieQIich von C*terminal geschutzten und ungeschutzten Aminosauren und Peptiden, D* und 
anderen z. B. nichtproteinogenen bzw. substituierten Aminosauren, wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, 
Aziridincarbonsaure, Azetidincarbonsaure, Dehydroprolin, Aminobenzoesaure, die auch Bestandteile der Peptide sein 
konnen). Die Erfindung ist fur die Medizin, Immunbiochemie und die pharmazeutische Industrie zur Anwendung als 
Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka von Bedeutung. 
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Patentanspruch: 

1 . Verwendung von neuen Inhibltoren zur Hemmung der katalytischen Aktivitfit von Enzymen und als 
Diagnostika filr dlese Enzyme, gekennzelchnet durch Verblndungen der allgemeinen Fbrmel I 

Ri-CO-NH-0-CO-R 2 , 

wobei der Rest Rr-CO-filr: 

- Aminosfiure-oder N-geschOtzte Aminosfiurereste sowie N-geschOtzte 
Peptidylreste oder N-ungeschQtzte Peptidylreste, 

wobei diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, 
Alkylsulphonyl,Arylsulphonyl # Monoaralkylcorbamoyl,Cinnamoyl, 
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Grupplerungen bzw. gemeinsam mit 
dem Stickstoffatom gebildete cyclfsche Amide darstellen konnen, und wobei 
die Aminosfiuren bzw. die Bestandteile der Peptidylreste proteinogen 
L- und D-Aminosauren oder anderenichtprotoinogene oder substituierte 
Aminosfiuren sein konnen; 

- aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und 
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, 
AlkylsulphonyLArylsulphony^Monoaralkylcarbamoyl^innamoyl, 
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen; 

R^-CO-fur: - aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte 
Acylrestewiez.B. 

Benzoylreste mit Substituenten in ortho-, meta- oder para-Stellung oder 
SubstituentenkombinationenindiesenStellungen,vorzugsweisederAtome 
bzw. Gruppierungen F, CI, Br, N0 2 , NH 2 , CH 3 , CH 3 0 und substituierte und 
unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, 
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, 
Alkylsulphonyl,Arylsulphonyl,Monoaralkyicarbamoyl,Cinnamoyl, 
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen, 
bzw. fur: 

primfire oder sekundfire Amine, wie fur aliphatische, verzweigte aliphatische 
oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und 
unsubstituierte Amine, einschliefXIich von C-terminal geschGtzten und 
ungeschutzten Aminosfiuren und Peptiden, D- und anderen z. B. 
nichtproteinogenen bzw. substltulerten Aminosfiuren, die auch Bestandteile 
der Peptide sein kdnnen wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, 
Aziridincarbonsfiure,Azetldincarbonsfiure,Oehydroprolin, 
Aminobenzoesfiure steht. 

2. Verfahren zur Beeinflussung der Aktivitfit von Enzymen durch neue, mechanisch-orientierte 
Inhibitoren der allgemeinen Formal I, gekennzelchnet dadurch, dalJ die inhibitorisch aktive Form 
des Inhibitors wahrond der Wechselwirkung zwischen Enzym und Inhibitor generiert wird und 
entweder ein carbonylaktives Isocyanat, ein Carbonylnitrenium, ein Carbonylnitren oder einen 
Acylrest darstellt. 

3. Verfahren zur Herstellung neuer, mechanismus-orlentierter Inhibitoren fQr Enzyme, 
gekennzelchnet dadurch, daft ihre Darstellung ausgehend von Rr-CO-NHOH vorzugsweise durch 
Einfuhrung der O-Acylfunktion (Rr-CO-) mlttels Carbonyldiimidazol als Kupplungsreagenz und der 
entsprechenden Carbonsfiure Rj-COOH und im Falle der Einfuhrung von Carbaminsfiurederivaten 
(als O-Acylgruppierungen, Rj-CO-) iiber die Darstellung eines aktivierten 
Carbaminsfiurenitrophenylesters und dessen nachfolgender Reaktion mit der gereinigten 
Acylhydroxamsaure Rr-CO-NHOH zum gewflnschten Diacyl Hydroxylamin der allgemeinen 
Formel I erfolgt. 
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4. Verwendung von neuen, mechanismus-orientierten Inhlbitoren fOr Enzyme nach Anspruch 1, 
gekennzelchnet dadurch, dafS diase oder pharmazeutlsch formulierte Komplexe zur irreversiblen 
Hemmung der katalytischen Aktivitat von Peptldhydrolasen, Lipasen, Esterases Synthetases 
Transacylasen, die sowohl kovalento als auch nlchtkovalente Zwischenprodukte mit ihren 
Substraten wfihrend der Katalyse Widen und zur Ausprfigung ihrer Aktivitat u.a. katalytisch aktive 
Serin-, Cystein- Oder Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam 
sind, in ihrer gereinigten Form oder in normalen und pathologist verfinderten Kdrperfliissigkeiten, 
Organen, Geweben, Zellen sowle Zellkulturen menschlicher, tlerischer, mikrobieller, viraler 
Herkunft als Diagnostika, Therapeutlka oder Pharmaka zur Anwendung gelangen. 

Anwendungsgeblet der Erflndung 

Die Erfindung betrifft die EntwicWung von mechanismus-orientierten, irreversibel wlrkenden inhlbitoren fOr Enzyme, die Im 
Zuge Ihrer katalytischen Elnwlrkung auf Substrate Esterbindungen und Peptidblndungen spalten, isomerisleren sowie knOpfen 
kflnnen. H 

Die erfi ndu ngsgemfiBen Verbindungen wirken u. a. auf die Aktivitat von Peptldhydrolesen (Proteasen, Proteinases Peptidasen), 
lipasen, Esterasen, Synthetases Transacylasen, die sowohl kovalente als auch nlchtkovalente Zwischenprodukte mit Ihren 
Substraten wfihrend der Katalyse bllden und zur Ausprfigung ihrer Aktivltfit u.a. katalytisch aktive Serin-, Cystein- und 
Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam sind. 

Inhlbitoren derartlger Eniyme dienen dazu, deren unerwOnschte Aktivltfit in verschledenen pathologischen Zustfinden, bel 
Fermentatlonsprozessen in der Lebensmittelindustrie, unter Laborbedmgungen wirksam zu unterdrOcken. 
Die Erfindung 1st zur Anwendung als Pharmaka bel der Therapie verschledener Erkrankungen in der Humanmedizin, 
Veterlnflrmedizln, Pharmakologle, als Felnchemlkallen In der Biotechnologle, Biochemle, Immunbiochemie, Molekularbiologie 
Genetik, Pharmazle, Lebensmittelindustrie und fOr die pharmazeutische Industrie geelgnet. 



Charakterlstlk der bekannten technlt chen Lftsungen 

Die selektive Hemmung von Enzymen (insbesondere von Peptldhydrolasen) zu therapeutischen, wissenschaftlichen und 
technischen Zwecken gelingt bisher Insbesondere durch den Einsatz reversibler Inhlbitoren, die durch tangwierige Verfa'.ren aus 
mikrobiellem, tlerlschem und pflanzlichem Material Isoliert warden mOssen {Proteinase Inhibitors, Katunume, N„ Umezawa, H., 
Holzer, K. # Hrsg., Springer-Verlag, Berlin, 1883) sowie durch synthetische Substanzen wle Statinpeptide, Cephalosporins, 
Haloenollactone, Peptldboronsfiuren und Peptidaldehyden (Design of Enzyme Inhibitors as Drugs, Sandler, M., Smith, H. J„ 
Hrsg., Oxford University Press, Oxford (1989). 

Urn elne selektive Inhibierung zu errelchen, mOssen oft sehr aufwendfge synthetische Verfahren zur Anwendung gebracht 
werden. So erfolgt die Synthese eines Immunsuppressiv wlrksamen Inhibitors das Cyclophlllns durch verlustreiche 
Kondensation von vler Strukturaegmenten zu einem 23gliedrigen Ringsystem Stlnson, S., Chem. Eng. News. 67, 6, 1989, 29-30). 
Andererselts besitzen verschiedene Inhlbitoren wle Peptidyl halomethylketone, Peptldaldehyde, Peptldyl-N-Nitrosamlde 
aktivlerte Carbonyl- bzw. Methylengruppen, die die Stabiiitfit der Verbindungen in biologlschen Material stark eln schrfinken und 
daraber hlnaus unspezifisch u.a. sehr mutagen wirken (Methods in Enzymology, Bd.XLVI, Academic Press, New York 1977, 
3-240 und Fittkau, S., Jahrels, Q., Peters, K., and LBalaspiri, J.Prakt.Chem.328, 1986, 529-638). 
Darauf hin wurde von uns eln lelcht anwendbares, robustes Verfahren entwickelt, daS zur spezifischen Hemmung der 
katalytischen Aktivltfit von Poptldhydrolasen fOhrt, die wfihrend Ihrer Funktion kelne C-termlnal freien Carboxylgruppen Im 
Substrat bendtigen und katalytisch wirksame Serin- oder Cystelnreste enthalten (Fischer, G., Demuth, H.-U., Barth, A., 
DDI 58 109, 1982). 

Mit den (dlesom Verfahren entsprechenden) Verbindungen der Struktur N-Peptldyl-O-Benzovl Hydroxylamine, gelingt die 
selektive Inhibierung von Serinproteasen (Demuth, H.-U., BaumgraS, R., Schaper, C, Fischer, G., and Barth, A.J. Enzyme 
Inhibition 2, 1988, 129-142) und von Cystelnproteasen (Smith, R. A., Coles, P. J., Spencer, R.W., Copp, L.J., Jones, C. S„ and 
Krantz, A., Biochem.Blophys.Res.Commun.155, 1988, 1201-1207). 



Zlel der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht darln, hochwlrksame, irreversible Inhlbitoren fur die Hemmung der Aktivltfit von Enzymen 
(vorzuge welse Peptidhydrolasen, Upasen, Esterasen, Synthetases Transacylasen) auf der Basis der Diacyl Hydroxylamine zur 
VerfOgung zu slcHen, die sich als lelcht herstellbare, hochwlrksame und selektlv wirkende Substanzen durch Variation ihrer 
Reste R n zweckgebunden, zur graduation Abstufung Ihrer Stabiiitfit, AppHzlerbarkeit, BioverfQgbarkeit und inhibltorischen 
Potenz insbesondere In der medizlnischen Therapie und Diagnose elnsetzen lessen. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue irreversible Inhlbitoren f Or Enzyme (insbesondere Peptldhydrolasen) vom Typ 
'jer Diacyl Hydroxylamine zu entwickeln. 

Das von uns oben beschriebene, elngefOhrte Verfahren definierte den N-Peptldylrest der Verbindungen als a-Amlnosfi-jre-, 
N-geschGttten a-Aminosfiure- oder Peptldylrest und den Benzoylrest mit Substituenten oder Substituentenkomblnaticnen in 
ortho-, meta- oder para-Stellung, vorzugsweise F, CI, Br, NOj, CH,, CH 3 0. • 
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Untersuch'jngen zum Mechanismus der Inaktlvlerung der SerinpepWpse Dipeptidyl Peptidase IV mittela Inhibitoren der oben 
genannten Struktur, lessen aber erwarten, daft das Wirkprlnzlp welt flbe r die von una in der Patentschrift DD 1 681 09 
beschr iebenen Strukturen und Zielenzyme hlnausgeht (Demuth, H.-U., Neumann, U., and Barth, A., J. Enzyme Inhibition, 2, 1989, 
239-248) und damit die Verwendbar keit von Verblndungen a) weitergehender struktureller Var lationen in Verfahren zur 
Hemmung von Enzymen mit b) auch andoren Eigenschahen ata denen der kovalent katalysierenden Peptidhydrolasen mil 
katalytisch aktiven Cystein- und Serlnresten erm6glicht. Das schlieGt auch Enzyme ein, deren Substrate C-terminal freie 
Carboxylgruppen tragen, die durch die ursprOngliche Patentschrift ausdruckllch ausgeschlossen worden waren. 
Es wurden zur Herstellung dieser Strukturen neuartige Syntheaeverfahren entwickelt, die slch im Vergleich zu den bisherigen 
durch Reduzierung der Syntheseschritte und lelchtere Zugfl nglfchkeit der Strukturvariationen und deren Produkte slch weiterhin 
durch folgende Vorteite auszelchnen : 

1. EinfacheMolekQIstruktur 

2. Leichte synthetische und damit blllige Zugfinglichkeit 

3. Ffih Igkelt durch elnfachste Strukturvariationen hohe Selektivltfit zu erzieten 

4. Ffihlgkeit durch geeignete Wahl der Substituenten 

a) die Lebensdauer der Verblndungen 

b) die BioverfOgbarkeit der Verblndungen 

c) die Transportierbarkeit der Verblndungen zu beelnflu a sen 

6. Univoraellere Anwendbarkeit auf verschiedene Enzymklasaen nlcht nur auf Proteaoen, die Cyatein- und Serinreste zur 
Kataly8e bendtlgen. 

Oiese Eigenschaften warden erflndungagomfiC durch Verblndungen der allgemeinen Formel I 

Rr-C-NH-O-C-R, 
0 0 

erfOllt, wobei der Rest R,-CO- stent fur: 

- Amlnosfiure- oder N-geschOtzte Aminosfiurereste sowie N-geschOtzte Peptldylreste oder N-ungeschOtzte Pcotldylreste; 
wobei diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, 
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl 
Gruppierungen bzw. gemeinsam mil dem Stlckstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen kdnnen; und wobei die 
Aminosauren bzw. die Bestandteile der Peptldylreste protelnogen L- und D-Amlnosfiuren oder andere nichtprotelnogene oder 
substituierte Aminosauren sein kdnnen. 

- aliphatische, verzwelgte, aromatische sowie aromatische su bstitu lerte und heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl 
Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, 
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkenoyl Gruppierungen. 

Rr-CO- stent fOr: 

- aliphatische, verzwelgte, aromatische sowie aromatische substituierte Acylreste^wie z. B. Benzoylreste mit Substituenten In 
ortho-, meta- oder para-Stellu ng oder Substituentenkomblnationen In diesen Stollungen, vorzugsweise der Atome bzw. 
Gruppierungen F, CI, Br, N0 2 , NH 2 , CH 3 , CHjO und substituierte und unsubstitulerte heterocyclische Acylreste wie 
Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, 
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen. 

- DabelkannR 2 auch stehen fur: 

prlmfire oder sekundfire AmVie (wie fQr aliphatische, verzwelgte aliphatische oder heterocyclische oder aromatische, 
substituierte und unsubstituierte Amine, oinschlieQIIch von C-termlnal geschOtzten und ungeschQtzlen Aminosfiuren und 
Peptiden, D- und anderen z. B. nichtproteinog enen bzw. substituierten Aminosfiuren, die auch Bestandteile der Peptide sein 
kdnnen ( wie z. B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, Aziridincarbonsfiure, Azetidincerbonsaure, Dehydroprolin, 
AminobenzoesMure). 

Bei der Elnwirkung der wfiBrigen Ldsung eines Stoffes der allgemeinen Formel mit solchen Resten R, und R 2 , die von dem 
betreffenden Zielenzym als substratanaloge Strukturen erkannt werden, auf das betreffende, im isolierten Zustand oder In 
biolog ischem Material betlndliche Enzym wlrd eine zeitabhfingige In hibie ru ng der Enzymaktivitat unter Bedingungen erzielt, die 
fflr die Obliche Wirkungsausprfigung der Enzymaktlvltfit charakteristisch sind und dabei von der Inhibitorkonzentration und der 
Struktur der Reste R| und R 2 abhflngig 1st. 

Die erfindungsgemfiBen Verblndungen entfalten ihre Wirkungen derart, daft nach Bindung der Inhibitoren an dasZielenzym ein 
Rest R,-COO" abgespalten wlrd, und ein verbleibendes reaktives Intermedial mit den mdgllchen Strukturen Rr-CON, R,-CONH* 
oder Rj-NCO durch Reaktion mit Gruppen Im oder in der Nachbarschaft das aktiven Zentrums die weitere katalylische Aktlvitfit 
des jeweiligen Enzyms blockiert wird. Diesen Typ der Inhibierung bezeichnet man als mechanismus-orlentierte Inhibierung 
{Demuth, H.-U., Neumann, U., Pharmazie 44, 1989, 1-1 1 ). Das Verfahren beruht darauf, daB die zur Modifizierung des Enzyms 
fOhrende chemlscho Reaktion vorwiegend durch die katalytische Elnwirkung des Zielenzyms auf den Inhibitor erfolgt, so daB 
unspezifische Reaktionen mit andoren BiomolekQIen weitestgehend vermleden werden kdnnen. 

Inhibitoren dor allgemeinen Formel zelchnen sich durch hohe Selektivltfit zwischen den Zlelenzymen aus. Eine Variation dieser 
Spezlfitfit, der Inhibierungsgeschwindigkeit, Ihrer Lebensdauer in biologischen Losungen und ihrer Penetrationselgenschaften 
kann durch die entsprechende Auswahl und Kombinatlon der Reste R, und R a sowie deren Substituenten vorgenommen weiden. 
Die ndtigen synthetischen Operationen zur Bereitstellung der Reste R|-COOH und Rj-COOH bzw. Ri und R 2 erfolgen nach den 
dafOr Oblichen peptidchemischen Methoden (Wunsch, E., Synthese von Peptiden, Houben-Weyl, Band 15/1, Methoden der 
organischen Chemie, MQIIer, E., Hrsg., Georg-Thieme-Verlag Stuttgart 1974). Fur die VerknOpfung dieser Ausgangsprodukte zu 
Inhibitoren analog Formel I werden neue Syntheseverfahren zur Anwendung gebracht. 

Die erflr.dungsgemfiB erhaltenen Diacyl Hydroxylamineentsprechend der allgemeinen Formel I oder deren pharmazeutisch 
anwendbaren Formulierungskomplexe kdnnen als Irreversible Inhibitoren zur Hemmung der katalytlschen Aktivitfit von 
Enzymen wie Proteinasen, Peptidases Lipasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen in deren gerelnlgter Form als auch In 
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normaten und pathologist verfinderten menschlichen oder tlerlschen KarperflOssIgkeiten, Organen und G ewe ben sowieZellen 
und Zellkulturen, virelen, mlkroblellen, tier ischer oder pf lanzltcher Herkunft sowohl in vitro als auch In vivo hemmen und damit 
ats hochwlrkaame Diagnoatlka, Zytoatatika, Immunsuppressiva, Antl-Tumorpharmaka, antivlrale Pharmaka, Antl-HiV-1 • 
Pharmaka bzw. general! ala Therapeutika be! Stof fwechsel- oder Regulationsprozessen zum Elnsatz kommen, bel denen 
unerwQnachto Aktlvitfit oben n8her spezif izierter Enzyme pathologist Ver&nderungen Im jeweiligen Organismu8 Induzieren. 



Ausfflhrungsbelsptele 
Belsplel 1 

Die Acylhydroxemsfluren ala Auagangaprodukte werden durch Behandlung der SSure R,-COOH mlt equlmolarer Menge 
CarbonyldHmidazol und nachfofgender Zugabe von Hydroxylamlnhydrochlorid dargeatellt (Staab, H.A., LQking, M„ DOrr, F.H., 
Chem.Ber.95 1982, 127&-1283). 

Ohne weitere Relnigungsoperationen wird dan n durch die Zugaba elnea weiteren Equivalents CarbonyldHmidazol und eines 
Equivalents des Restes Rr-COOH unter Verwendung katalysierender Base (Pyrldin, N-Dimethy Ipyridin) das gewOnschte 
Endprodukt erhalten. Die aBulenchromatographische Reinlgung der Reaktionslbsung an Silicagel bzw. Sephadox LH-20 und 
nachfolgende Kriatallisatlon des Produktea au8 Ethanol/Eaalgeater, oder Essigester/Petrolether fQhrt zum gewflnschten 
Endprodukt der allgemelnen Formel I. 

Belsplel 2 

Dae Syntheaeverfahren dient der selektlven ElnfQh rung von Carbaminafiurereaten (R 2 entspricht Aminen, C-termlnal geschQtzten 
oder ungeachOtzten a-Amlnoafiuren oder Peptlden) in die Struktur der allgemeinen Formel I. Dabel wlrd Acylhydroxamsfiure 
R,-CO-NHOH gereinlgt elngesetzt 

Durch Reaktlon zwlachen von 4-Nitrophenyl-chloroformiat mit der Amlnokomponente Rj entateht eln oktivlertes 
Carbamlnsfiureesterderlvat der allgemeinen Formel: Np-CO-NH-R' oder Np-CO-NR'R", wobei NH-R' und NR'R" dem Rest R 2 
der allgemeinen Formel entsprechen und neben AminoaBuren und Peptldderivaten auch aliphatische, verzweigte, 
heterocyclische oder aromatlsche Amine daratellen kdnnen. Np- 1st der 4-Nitrophenylresl. ROhren eine Equivalentes 
Acylhydroxamaflure |R t -CO-NHOH) mlt elnem Equivalent Np-CO-R 2 bel 0°C in THF fQhrt zur gewOnschten 
Dlacylhydroxamsfiure, die analog der In Belsplel 1 beschrlebenen Methoden gereinlgt werden kann. 

Belsplel 3 

N-tert.8utyloxycarbony)-Alanyl*Phenylalanyl-0-Acetyl 

Hydroxylamln (Konzentrationsbereich 1-100 uM) wurde bel 25°C (In 60 mM Tricinpuffer, pH7,6) mlt dem Enzym Subtillain 
Inkublert und die Inaktivlerung des Enzyms mittela des Testaubatrata N-Succinyl-Alanyl-Alanyl-Alanyl-Nitroanllid OO-SOOpM) 
verfolgt. 

Die ermittelten Parameter der Inaktivlerung betragen: 
Ki « 47 uM und kinact « 0,003 sec" 1 . 

Belsplel 4 

N-Carbobenzoxy-Phenylalanyl-Phenylalanyl-O-Methacryl 

Hydroxylamln (Konzentrationsbereich 10-1 OOOnM) wurde bei 25°C (in 50 mM Acetatpuffer, pH 5,5) mlt dem Enzym Cathepsln L 

inkublert und die Inaktivlerung des Enzyms mittela des Testsubstrats N-Carbobenzoxy-Phenylalanyl-Arglnyl- 

Methylcoumarinamld (3-£pM) verfolgt. 

Die ermittelten Parameter der Inaktivlerung betragen: 

KI = 9C nM und kinact - 0,1 1 sec" 1 . 



